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摘要:【目的】为了阻断 L-精氨酸合成的前体物 L-谷氨酸的分支代谢途径，增加 L-精氨酸合成的代谢流，构建

钝齿 棒 杆 菌 8-193 ( Corynebacterium crenatum 8-193) γ-谷 氨 酰 激 酶 ( EC: 2. 7. 2. 11，γ-glutamyl kinase) 基 因

proB 敲除的菌株，并研究 proB 基因敲除对菌株生理特性的影响。【方法】运用 PCR 技术分别扩增 proB 基因

的上游和下游序列，构建带有内部缺 失 的 proB 基 因 的 敲 除 载 体。经 过 两 次 同 源 重 组，敲 除 C． crenatum 8-
193 的 proB 基因，构建菌株 8-193-ΔproB，并用带有 proB 基因的表达载体对 8-193-ΔproB 进行互补验证。通

过摇瓶发酵研究 8-193-ΔproB 的生理特性。【结果】PCR 验证、γ-谷氨酰激酶酶活测定和营养缺陷型鉴定表

明，获得了 proB 基因缺陷的菌株。摇瓶发酵结果表明，与出发菌株相比，8-193-ΔproB 生物量降低 9. 6% ，L-
精氨酸产量提高 13. 6%。副产物中谷氨酸族和天冬氨酸族氨基酸含量升高;α-酮戊二酸、磷酸烯醇式丙酮

酸和琥珀酸含量降低。proB 基因敲除后，菌株的磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶和丙酮酸羧化酶活性提高。【结

论】对谷氨酸分支代谢途径的阻断可以改善 8-193 菌株的葡萄糖利用和精氨酸合成能力。
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L-精氨酸是人体的半必需氨基酸，在生长、组织

修复和提高 机 体 免 疫 功 能 方 面 起 着 重 要 的 生 理 作

用
［1 － 2］。近年来发现，精 氨 酸 是 血 管 扩 张 信 使 分 子

一氧化氮 合 成 的 前 体 化 合 物
［3］。由 于 精 氨 酸 在 医

疗、食品领域的广泛应用，其微生物代谢调控及生产

技术受到研究者的广泛关注
［4 － 7］。

与大部分氨基酸一样，采用谷氨酸棒杆菌突变

株进行微生 物 发 酵 是 L-精 氨 酸 工 业 生 产 的 主 要 方

式。采用传统的诱变育种手段，可以获得 L-精氨酸

生产菌株。基于对代谢调节的认识，可以在基因水

平和酶学水 平 上 对 精 氨 酸 的 合 成 途 径 进 行 理 性 操

作。L-精氨酸和 L-脯氨酸同属于谷氨酸族氨基酸。

在 N-乙酰谷氨酸合成酶催化下，谷氨酸生成 N-乙酰

谷氨酸，进入 L-精 氨 酸 合 成 途 径;而 在 γ-谷 氨 酰 激

酶催化下，谷 氨 酸 生 成 γ-谷 氨 酰 磷 酸，进 入 L-脯 氨

酸合成途径( 图 1)。在大肠杆菌中，通过使精 氨 酸

合成的操纵子去阻遏，解除精氨酸对 N-乙酰谷氨酸

合成酶的反馈抑制，以及过表达精氨酸合成途径中

的氨甲酰磷酸合成酶 car 操纵子基因和鸟氨酸转氨

甲酰酶 argI 基 因 等 手 段 获 得 了 精 氨 酸 的 高 产 菌

株
［8］。而在棒杆菌中，早期大多采用诱变育种技术

选育精氨酸产生菌。随着对精氨酸代谢调控机制的
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了解和遗传操作系统的建立，代谢工程技术开始用

于精氨酸 产 生 菌 的 分 子 育 种
［9］。对 于 分 支 合 成 途

径而言，阻断分支代谢，使碳流流向目的产物是代谢

调控育种中常用的策略。因此，在 L-精氨酸合成代

谢中，谷氨酸是重要的调控靶点。
我们曾报道了过表达精氨酸合成途径的关键酶

N-乙酰谷氨酸激酶基因对钝齿棒杆菌精氨酸合成的

影响
［10］。本工作从产 L-精氨酸的钝齿棒 杆 菌 突 变

株 8-193 出发，利用同源重 组 技 术 敲 除 了 γ-谷 氨 酰

激酶基因，以期阻断谷氨酸生成脯氨酸的代谢途径，

考察了基因 敲 除 菌 株 积 累 L-精 氨 酸 的 能 力 及 其 它

生理特性。

图 1 谷氨酸棒杆菌中心代谢途径和相关氨基酸的合成

Fig． 1 Diagram of the central metabolism and the biosynthesis of several amino acids of C． glutamicum． Abbreviations: PEPCk，PEP

carboxykinase; PEPCx: PEP carboxylase; PYC: pyruvate carboxylase; argJ: ornithine acetyltransferase; ProB: γ-glutamyl kinase; NAG: N-

Acetyl-glutamate; γ-GP: γ-Glutamylphosphate． Dashed arrows indicate pathways consisting of several reactions; solid arrows indicate single

reactions．

1 材料和方法

1. 1 材料

1. 1. 1 菌 株 和 质 粒: 本 实 验 所 用 菌 株 和 质 粒 见

表 1。
1. 1. 2 主要试剂和仪器:所有分子生物学工具酶均

购自 TaKaRa 公司;L-谷氨酸购自 BBI 公司;磷酸烯

醇式丙酮酸 PEP 和 苹 果 酸 脱 氢 酶 均 购 自 Sigma 公

司; ATP 购 自 Bio Basic Inc 公 司; NADH 购 自

Ameresco 公司;其余生化药品为进口或国产分析纯

试剂;使用的 主 要 仪 器 有 MJ 公 司 PTC-150 型 基 因

扩 增 仪; BIO-RAD MicroPulserTM 电 击 仪; Beckman

DU800 分 光 光 度 计;Alphalmager EC 凝 胶 成 像 仪;

Agilent 1200 系列液相色谱仪。

1. 1. 3 培养基和培养条件:①LB［12］
培 养 基 用 于 培

养 E． coli 和 C． crenatum;②LB 培养基加入 4% 甘氨

酸用 于 制 备 电 击 转 化 用 的 C． crenatum 感 受 态 细

胞
［13］;③LB 培养基加入 10% 的蔗糖作为第二次重

组的筛选培养基
［11］;④基本培养基用于酶活测定和

发酵种子培养:每升含葡萄糖 20 g，(NH4 ) 2 SO4 7 g，

K2HPO4·3H2O 0. 3 g，KH2PO4 0. 1 g，MgSO4·7H2O

0. 4 g，NaCl 0. 1 g，FeSO4·7H2O 25 mg，MnSO4·H2O

25 mg，CaCl2·H2O 50 mg，生 物 素 0. 4 mg，硫 胺 素

0. 2 mg，组氨酸 50 mg，脯氨酸 400 mg( 培 养 8-193-
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表 1 实验所用菌株和质粒

Table 1 The strains and plasmids used in this work
Strains or plasmids Characteristics Source

Escherichia coli
DH5α

φ80 LacZΔM15，deoR，recA1，endA1，hsdR17 Stored in this lab

C． crenatum
8-193 his － SGR This lab
8-193-ΔproB his －

，SGR
，pro －

，8-193 with proB knock-out This study
8-193-ΔproB-C his －

，SGR
，8-193-ΔproB complemented with pBS57-proB This study

Plasmids
pMD19-T T-vector，2． 7 kb，AmpR

，lacZ TaKaRa Co．
pK18mobsacB Mobilizable E． coli vector;KmR SucS Schfer A［11］

pT-FproB pMD19-T containing proB upstream fragment from 8-193 This study
pT-BproB pMD19-T containing proB downstream fragment from 8-193 This study
pT-proB pMD19-T containing 1． 2kb PCR fragment of 8-193 proB gene This study
pK18-FproB pK18mobsacB containing proB upstream fragment from 8-193 This study
pK18-ΔproB pK18mobsacB containing proB in-frame deletion fragment ΔproB from 8-193 This study
pBS57 E． coli-C． glutamicum shuttle expression vector，KmR This lab
pBS57-proB pBS57 containing proB from 8-193，to generate proB expression or complementation for 8-193-ΔproB This study

his －
: no cell growth without histidine addition on minimal medium，SG: sulfaguanidine，pro － no cell growth without proline addition on minimal medium．

ΔproB 时添加) ，调 pH 至 7. 0; ⑤发酵培养基:每升

含葡萄 糖 60g，(NH4 ) 2 SO4 35g，K2HPO4·3H2O 1 g，

KH2PO4 0. 5 g，MgSO4·7H2O 0. 4 g，FeSO4·7H2O
20 mg，MnSO4·H2O 20 mg，生 物 素 0. 1 mg，硫 胺 素

0. 2 mg，CaCO3 30 g，组 氨 酸 50 mg，脯 氨 酸 400 mg
( 培养 8-193-ΔproB 时添加) ，调 pH 至 7. 0。若要制

备固体培 养 基，按 1. 2% 的 量 加 入 琼 脂 粉。E． coli
在 37 ℃ 培养，C． crenatum 在 30 ℃ 培养。抗生素使

用 浓 度 为: 氨 苄 青 霉 素 100 μg /mL，卡 那 霉 素

50 μg /mL。
1. 2 DNA 操作

E． coli 质粒提取参照文献［12］，E． coli 转化采

用 CaCl2 法，C． crenatum 转化采用电击转化法
［13］。

1. 3 proB 结构基因及其上、下游基因片段的 PCR
扩增

1. 3. 1 引物:根据同源性，参照 C． glutamicum R 的

γ-谷氨 酰 激 酶 基 因 proB 序 列 ( GenBank accession
number AP009044) ，设计三对引物分别用于扩增 8-
193 proB 结构基因和 proB 内部缺失的上、下游基因

片段( 表 2)。
引物 P1 和 P2 用 于 扩 增 proB 结 构 基 因。引 物

P3 和 P4 用于扩增 proB 上游序列 FproB，引物 P5 和

P6 用于扩增 proB 下游序列 BproB。
1. 3. 2 PCR 扩增:采用 20 μL 反应体系，反应条件

为:98 ℃ 10 s;68 ℃ 1 min;30 个 循 环。反 应 完 毕

后，体系加入 0. 5 μL EasyTaq DNA 聚合酶 72 ℃ 反

应10 min。

表 2 实验所用引物列表

Table 2 Primers for gene amplification and gene disruption
Primers Sequences(5'→3') Size / bp Restriction site

P1 TTTAAA TAAGGAAGCTA
AAGTGACAGAGCTTCCCGAC

37 DraⅠ

P2 TCTAGA TTATGCGCGCCTG
GCGTAGTTGG

29 XbaⅠ

P3 GGT AAGCTT AGCCAGCGCC
CTCGCATTGT

29 HindⅢ

P4 CGG TCTAGA ACTGCGCCAG
AGGACACAAC

29 XbaⅠ

P5 GAC TCTAGA TGATGATGGC
GCGGTGGAAG

29 XbaⅠ

P6 CAC GAATTC TGGCTGTCAG
GAAGTGGCTC

29 EcoRⅠ

Boxed bases indicate restriction sites; bold bases indicate Shine-Dalgarno
sequence; underlined bases indicate homologous sequences with proB．

引物合成由上海生工生物工程技术服务有限公

司完成。引物设计采用软件 Primer premier 5. 0。
1. 4 酶活分析

1. 4. 1 γ-谷氨酰激酶:将 8-193、8-193-ΔproB 和 8-
193-ΔproB-C 分 别 接 种 于 培 养 基④中，在 30 ℃ 摇

床培养 12 h 后，离 心 收 集 菌 体。用 50 mmol /L 的

Tris-HCl ( pH 7. 0) 洗 涤 2 次，用 该 缓 冲 液 悬 浮 菌

体，置冰 浴 中 超 声 破 碎 菌 体 细 胞。细 胞 破 碎 液 经

13500 r /min离心 15 min 后，上清液用于酶活测定 ．
测活体系参照文献［14］，37 ℃ 反应 90 min。加
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入 1 mL 反 应 终 止 液:55 g /L FeCl3 ，20 g /L 三 氯 乙

酸，21 mL /L HCl。离心，取上清测定 γ-谷氨酰氧肟

酸的光吸收值 A535。γ-谷氨酰氧肟酸的摩尔消光系

数为:250 L·mol － 1·cm － 1。
一个单 位 γ-谷 氨 酰 激 酶 活 力 定 义 为: 反 应 体

系中 每 分 钟 生 成 1 nmol γ-谷 氨 酰 氧 肟 酸 所 需 的

酶量。
1. 4. 2 磷酸 烯 醇 式 丙 酮 酸 羧 化 酶: 将 8-193 和 8-
193-ΔproB 分别接种于培养基④中，在 30 ℃ 摇床培

养 12 h 后，离心收集菌体。用 100 mmol /L 的 Tris-
HCl (pH 7. 5) 洗涤 2 次，用该缓冲液悬浮菌体，置

冰 浴 中 超 声 破 碎 菌 体 细 胞。细 胞 破 碎 液 经

13500 r /min离心 15 min 后，上清液用于酶活测定。
采用苹果酸脱氢酶偶联测定法，测活体系参照

文献［15］，样 品 混 匀 后 测 定 A340 值。NADH 的 摩 尔

消光系数为: 6220 L·mol － 1·cm － 1。
一 个 单 位 磷 酸 烯 醇 式 丙 酮 酸 羧 化 酶 活 力 定 义

为:反应体系中每分钟转化 1 nmol NADH 为 NAD +

所需的酶量。
1. 4. 3 丙 酮 酸 羧 化 酶:将 8-193 和 8-193-ΔproB 分

别接种于培养基④中，在 30 ℃ 摇床培养 12 h 后，离

心收集菌体。用 50 mmol /L 的 Tris-HCl (pH 6. 3，含

50 mmol /L NaCl ) 洗 涤 2 次，适 量 HEPES
(100 mmol /L，含 20% 甘 油 ) 悬 浮，置 于 － 20 ℃ 保

存。测活前，将之取出冰融，加入 3% CTAB 使终浓

度为 0. 3% ，迅速 混 匀 后 室 温 作 用 1 min，取 适 量 立

即用于测定反应。
采用苹果酸脱氢酶偶联法，测活体系参照文献

［16］。样品混匀后测定 A340 值。
一个单位丙酮酸羧化酶活力定义为:上述细胞

处理和反应条件下，每分钟转化 1 nmol NADH 所需

的细胞量。
1. 4. 4 粗酶液中蛋白含量的测定:采用考马斯亮蓝

法
［17］。

1. 5 发酵实验

1. 5. 1 摇 瓶 发 酵:将 8-193、8-193-ΔproB 分 别 接 种

于培 养 基④中，在 30 ℃ 摇 床 300 r /min 培 养 12 h
后，按照 10% 的接种量接种于发酵培养基⑤中。在

30 ℃ 摇床 300 r /min 培养，每隔 12 h 取样分析。
1. 5. 2 生物量的测定:发酵液用 1 mol /L HCl 中和

碳酸钙后，用蒸 馏 水 稀 释 至 适 当 倍 数，测 定 600 nm
处的光密度。

1. 5. 3 葡 萄 糖 的 测 定:采 用 SBA-40C 生 物 传 感 分

析仪测定发酵液中残余的葡萄糖浓度。
1. 5. 4 氨基酸的测定:发酵液经 12000 r /min 离心

10 min 后，取上清，稀释适当倍数，用 0. 22 μm 微孔

膜过滤后，采 用 高 效 液 相 色 谱 仪 Agilent 1200 进 行

测定氨基酸的分析。
柱 条 件: 色 谱 柱 为 Zorbax Eclipse-AAA

(Agilent) ;流动相 A:40mmol /L NaH2PO4 ，pH7. 8;B:

ACN∶ MeOH∶ 水(45∶ 45∶ 10，v / v / v) ，梯度洗脱
［18］;流

速 2. 0 mL /min;柱 温 40 ℃ ;程 序 进 样
［18］; 检 测 器:

DAD，338 nm 和 262 nm。
1. 5. 5 有 机 酸 的 测 定

［19］: 发 酵 液 经 于 80 ℃ 水 浴

10 min，12000 r /min 离心 10 min 后，取上清，稀释适

当倍数，用 0. 22 μm 微 孔 膜 过 滤 后，采 用 高 效 液 相

色谱仪 Agilent 1200 进行有机酸分析。
柱条件:色谱柱为 Aminex HPX-87H(BioRad) ;

流动相 2. 75 mmol /L H2 SO4 ;流速 0. 6 mL /min;柱温

50 ℃ ;进样量 10 μL;检测器:DAD，210 nm。

2 结果和分析

2. 1 proB 基因克隆和序列同源性

以 8-193 染色体 DNA 为模板，用引物 P1 和 P2，

经 PCR 扩增得到一条约 1. 2 kb 的片段。纯化后连

接 pMD19-T 载体，转化 E． coli DH5α，涂布在含有氨

苄青霉素的 LB 平板上，筛选得到带有 proB 基因的

重组子，重组质粒命名为 pT-proB。插入片段经测序

分析，长度为 1246 bp，包含一个长 度 为 1221 bp 的

ORF，起始密码子为 GTG，编码一条 406 个氨基酸的

多肽链。C． crenatum 8-193 的 proB 基 因 编 码 区 与

C． glutamicum R proB 基因编码区序列比对:核酸序

列同源性为 99. 34% ，有 8 个碱基的差别;氨基酸序

列同源性为 100%。该序列已提交 GenBank，序列号

为:JF897613。
用 DraⅠ和 XbaⅠ双 酶 切 质 粒 pT-proB，回 收

proB 片段。同时用 DraⅠ和 XbaⅠ双酶切表达载体

pBS57，回收大片段，与上述 proB 片段连接，转化 E．
coli DH5α，涂布在含有卡那霉素的 LB 平板上，筛选

得到 带 有 proB 基 因 的 表 达 载 体，命 名 为 pBS57-
proB。
2. 2 敲除载体 pK18-ΔproB 的构建

以 8-193 染色体 DNA 为模板，分别用引物 P3，
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P4 和 P5，P6，经 PCR 扩增得到两条 1. 1 kb 的片段。
纯化后分别连接 pMD19-T 载体，转化 E． coli DH5α，

涂布在含有氨 苄 青 霉 素 的 LB 平 板 上，筛 选 得 到 带

有相应片段的阳性克隆。重组质粒经酶切验证后分

别命名为 pT-FproB、pT-BproB。
用 HindⅢ和 XbaⅠ双酶切质粒 pT-FproB，回收

FproB 片段。同时 用 HindⅢ和 XbaⅠ双 酶 切 质 粒

pK18mobsacB，回 收 大 片 段，与 上 述 FproB 片 段 连

接，转化 E． coli DH5α，涂 布 在 含 有 卡 那 霉 素 的 LB
平板上，筛选得到带有 proB 上游序列的阳 性 克 隆。
重组质粒经酶切验证后命名为 pK18-FproB，用 Xba
Ⅰ和 EcoRⅠ双 酶 切 质 粒 pT-BproB，回 收 BproB 片

段。同 时 用 XbaⅠ和 EcoRⅠ双 酶 切 质 粒 pK18-
FproB，回收大片 段，与 上 述 BproB 片 段 连 接，转 化

E． coli DH5α，涂 布 在 含 有 氨 苄 青 霉 素 的 LB 平 板

上，筛选阳性克隆。重 组 质 粒 经 酶 切 验 证，仅 带 有

proB 基因的上游和 下 游 DNA 片 段，缺 失 了 部 分 中

间序列，与 预 期 结 果 相 符，命 名 为 pK18-ΔproB，用

于 proB 基因敲除。
2. 3 proB 基因敲除菌株的筛选与互补

将敲 除 载 体 pK18-ΔproB 经 电 击 法 转 化 8-193
后，涂 布 于 含 有 卡 那 霉 素 的 LB 平 板 上，筛 选 重 组

子。pK18-ΔproB 在 8-193 中 无 法 复 制，如 果 转 化 子

已 获 得 卡 那 霉 素 抗 性，那 么 证 明 在 该 重 组 子 中，

pK18-ΔproB 与染 色 体 DNA 已 完 成 第 一 次 同 源 重

组，载体 DNA 完全整合于宿主染色体上。
将带有卡那霉素抗性的重组子涂布于培养基③

的平板上，进行第二次筛选。在培养基③上生长时，

pK18-ΔproB 载体上的 sacB 基因会对宿主菌产生致

死效应，只有发生第二次同源重组，载体 DNA 从基

因组上被删除的重组子方可存活，这类转化子同时

失去卡那霉素抗性。
通过菌落 PCR 的方法筛选和鉴定得到 proB 基

因敲除的菌株。为了确保经过筛选得到的菌株确为

单一的 proB 基因敲除的纯菌株，在培养基③的平板

上进行第二 次 筛 选。所 得 到 的 proB 基 因 敲 除 菌 株

命名为 8-193-ΔproB。
将 2. 1 得 到 的 表 达 载 体 pBS57-proB 经 电 击 法

转化 proB 基 因 敲 除 的 菌 株 8-193-ΔproB，在 含 有 卡

那霉素的 LB 平板上挑选重组子。对重组子进行质

粒提 取 和 酶 切 验 证，确 认 获 得 了 互 补 菌 株 8-193-
ΔproB-C。

2. 4 proB 基因敲除菌株的验证

为了验证菌 株 ΔproB 染 色 体 上 proB 基 因 已 被

敲除失活，我们对筛选得到的重组子进行了 PCR 检

测、营养缺陷型验证和酶活力分析。
分别以 8-193 和 8-193-ΔproB 染色体 DNA 为模

板，用引物 P3 和 P6 进行 PCR 扩增，对得到的 PCR
产物 进 行 凝 胶 电 泳。从 8-193-ΔproB 扩 增 得 到 的

PCR 产物长度比从出发菌株 8-193 得到的小 600bp
左右( 图 2) ，与预期结果是一致的。

图 2 proB 基因敲除菌株的 PCR 鉴定

Fig. 2 Characterization of defined proB knock-out mutant by PCR

analysis． M． DNA marker(Trans5K DNA Marker) ;1． PCR fragment

of proB of 8-193; 2． PCR fragment of proB of 8-193-ΔproB．

图 3 8-193、8-193-ΔproB 和 8-193-ΔproB-C 在 基 本 培

养基上的生长情况

Fig． 3 The growth of 8-193，8-193-ΔproB and 8-193-ΔproB-C on

minimal medium． Ⅰ: Minimal medium containing histidine; Ⅱ:

Minimal medium containing histidine and proline． a: C． crenatum

8-193; b: C． crenatum 8-193-ΔproB; c: C． crenatum 8-193-

ΔproB-C．

将 8-193、8-193-ΔproB 和 8-193-ΔproB-C 同时划

线接种于基本培养基平板上，30 ℃ 培养 48 h。观察

各菌株的生长情况，结果表明在同时添加了组氨酸

和脯氨酸的基本培养基上，三株菌均可正常生长;在

只添加了组氨酸的基本培养基上，8-193-ΔproB 无法

生长，而 8-193 和 8-193-ΔproB-C 正 常 生 长 ( 图 3)。
证明在 proB 敲除 菌 株 中，该 基 因 已 失 活，使 菌 株 表
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现出脯氨酸营养缺陷型。
对这三株菌的 γ-谷氨酰激酶活力进行了测定。

在 8-193-ΔproB 中没有检测到酶活性，8-193 菌株的

酶比活 力 为 18. 35 ± 0. 22 U /mg，而 8-193-ΔproB-C
的酶比活力为 23. 19 ± 0. 93 U /mg，比出发菌株提高

了 26. 38% ，说 明 proB 基 因 在 8-193-ΔproB 中 实 现

了表达。
以上实验结果均表明，8-193-ΔproB 确实是 proB

基因敲除菌株。
2. 5 proB 基因敲除对 8-193 生理特性的影响

为了研 究 proB 基 因 敲 除 后 对 8-193 代 谢 的 影

响，我们用基本培养基进行了摇瓶发酵实验，考察了

细胞生长，葡 萄 糖 利 用，L-精 氨 酸 及 副 产 物 积 累 的

变化。
在相同接种量的条件下，8-193-ΔproB 较出发菌

株 8-193 进入对数期和稳定期时间早，且进入稳定期

之前生物量高于 8-193，但最终的生物量低于出发菌

株 9. 6% (图 4-A)。菌体葡萄糖利用和 L-精氨酸积累

的测定结果表明:8-193-ΔproB 的葡萄糖利用略快于

出发菌株 8-193。而 8-193-ΔproB 合成 L-精氨酸的速

率一直高于 8-193，最终积累浓度为13. 78g /L，比出发

菌株 8-193 提高了 13. 6% (图 4-B)。
对两 株 菌 的 发 酵 参 数 进 行 了 分 析。结 果 表 明，

proB 基因敲除对 8-193 的发酵特性产生了影响。糖耗

速率增加，产物得率和生产强度都有所提高(表 3)。

图 4 8-193 和 8-193-ΔproB 的 发 酵 过 程: A 生 长 曲 线;B

糖耗和产酸曲线

Fig． 4 Time course of 8-193 and 8-193-ΔproB fermentation: ( A)

cell growth profiles; ( B ) glucose consumption and L-arginine

production profiles．

表 3 两菌株的发酵参数比较

Table 3 Comparison of fermentation parameters of the two strains

Strains
Parameters

PArg /( g /L) Xmax /( g /L) QS /［g /(L·h) ］ RX /［g /(L·h) ］ YP / S ( g / g) YX / S ( g / g) Φ［g /(L·h) ］

8-193 12． 13 10． 12 0． 83 0． 14 0． 20 0． 17 0． 17

8-193-ΔproB 13． 78 9． 32 1． 00 0． 13 0． 23 0． 16 0． 19

PArg : Arginine Production; Xmax : The maximum Cell Dry weight; QS : Glucose consumption rate; RX : Average Growth Rate; YP / S : Arginine yield on
Glucose; YX / S : Biomass yield on Glucose; Φ: Arginine productivity．

我们也 对 发 酵 液 中 副 产 物 氨 基 酸 进 行 了 测 定

( 表 4)。8-193-ΔproB 发 酵 液 中 天 冬 氨 酸 族 氨 基 酸

( 天冬氨 酸、天 冬 酰 胺、苏 氨 酸、异 亮 氨 酸、甲 硫 氨

酸、赖氨酸) 浓度均有所提高，谷氨酸族氨基酸浓度

提高最为显著，谷氨酸、谷氨酰胺和瓜氨酸分别提高

了 145% ，194% 和 70%。而丝氨酸、亮氨酸、苯丙氨

酸、酪氨酸浓度未有明显变化，丙氨酸和缬氨酸的浓

度略有下降。
同时，对发酵液中的有机酸进行了分 析。结 果

表明，8-193-ΔproB 发酵液中乳酸和苹果酸含量较出

发菌株 8-193 分别提高了 70. 3% 和 31. 2% ;α-酮戊

二酸、磷酸烯醇式丙酮酸和琥珀酸含量分别降低了

9. 1%、31. 4% 和 49. 7% ;而柠檬酸含量没有明显变

化( 表 5)。
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表 4 发酵液中的副产物氨基酸分析

Table 4 The analysis of by-product amino acids in fermentation broth

Strains
c(Amino acid) /(mg /L)

Aspartate Asparagine Isoleucine Lysine Threonine
8-193 137． 86 ± 9． 93 30． 13 ± 0． 89 1858． 23 ± 66． 08 86． 70 ± 6． 71 308． 90 ± 54． 58

8-193-ΔproB 154． 07 ± 5． 56 33． 20 ± 1． 57 2249． 27 ± 59． 39 130． 35 ± 4． 67 370． 99 ± 22． 77
Methionine Glutamate Glutamine Citrulline Serine

8-193 78． 00 ± 8． 37 8． 22 ± 1． 21 4． 15 ± 0． 68 749． 77 ± 3． 57 6． 13 ± 1． 10
8-193-ΔproB 98． 90 ± 6，22 20． 10 ± 1． 83 12． 22 ± 1． 10 1278． 29 ± 18． 05 6． 87 ± 0． 31

Tyrosine Phenylalanine Alanine Valine Leucine
8-193 52． 35 ± 6． 55 55． 80 ± 9． 20 1546． 10 ± 75． 68 5． 01 ± 0． 62 28． 17 ± 2． 40

8-193-ΔproB 51． 14 ± 2． 67 55． 14 ± 3． 39 1350． 72 ± 43． 65 4． 65 ± 0． 30 28． 92 ± 1． 90

表 5 发酵液中的有机酸分析

Table 5 The analysis of organic acids in fermentation broth

Strains
c(Organic acid) / g / L)

Citirc acid Acetic acid Lactic acid Succinic acid Malic acid
8-193 0． 47 ± 0． 05 3． 72 ± 0． 02 2． 22 ± 0． 35 4． 63 ± 0． 38 1． 54 ± 0． 04

8-193-ΔproB 0． 48 ± 0． 07 3． 80 ± 0． 13 3． 78 ± 0． 34 2． 33 ± 0． 44 2． 02 ± 0． 42
Pyruvate α-Ketoglutaric acid PEP

8-193 0． 42 ± 0． 01 0． 33 ± 0． 12 0． 00637 ± 0． 00046
8-193-ΔproB 0． 32 ± 0． 03 0． 30 ± 0． 00 0． 00437 ± 0． 00034

以上结果表明，proB 基因敲除对谷氨酸节点处

代谢流的影响最为显著，表现为 α-酮戊二酸进入谷

氨酸族氨基酸合成途径的流量增加。这一改造导致

α-酮戊二酸下游琥珀酸节点处碳流减少，琥珀酸 的

积累量只有出发菌株的一半。而回补代谢途径可以

在草酰乙酸节点处，补充这部分流失的碳流，因此苹

果酸的浓度反而有所提高，天冬氨酸族氨基酸的浓

度也有不同程度的提高。
2. 6 磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶和丙酮酸羧化酶活

性测定

为了研 究 proB 基 因 敲 除 对 8-193 菌 株 中 心 代

谢回补途径的影响，分别测定了出发菌株和 proB 基

因敲除菌株的磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶和丙酮酸羧

化 酶 活 性。结 果 表 明，与 出 发 菌 株 相 比，8-193-
ΔproB 的 磷 酸 烯 醇 式 丙 酮 酸 羧 化 酶 活 性 提 高 了

75% ，丙酮酸羧化酶活性提高了 44% ( 表 6)。说明

8-193-ΔproB 的回补代谢流增强。

表 6 8-193 和 8-193-ΔproB 的磷酸烯醇式

丙酮酸羧化酶和丙酮酸羧化酶比活力

Table 6 Specific activity of PEPCx and

PYC of 8-193 and 8-193-ΔproB

Strains
Specific enzyme activity

PEPCx /
(U /mg protein)

PYC /
(U /mg cell dry weight)

8-193 94． 4 ± 6． 9 57． 2 ± 3． 6
8-193-ΔproB 165． 2 ± 12． 0 82． 3 ± 13． 9

3 讨论

谷氨酸是 L-精氨酸合成和 L-脯氨酸 合 成 的 共

同前体化 合 物。本 工 作 通 过 同 源 重 组 技 术 敲 除 8-
193 菌株的 γ-谷氨酰激酶基因 proB，阻断 L-脯氨酸

的合成途径，增加谷氨酸在 L-精氨酸合成中的可利

用性。实验结 果 表 明，proB 基 因 敲 除 后，突 变 株 完

全失去 γ-谷氨酰激酶活性，表现为 L-脯氨酸营养缺

陷型。突变株的发酵特性改变，生长和葡萄糖利用

均加快，L-精氨酸积累能力提高了 13. 6%。从氨基

酸副产物和有机酸分析的结果，可以看到阻断谷氨

酸的分支代谢后菌株的其他生理特性也发生了较大

变化。谷 氨 酸 是 从 α-酮 戊 二 酸 衍 生 出 的 氨 基 酸，

proB 基因敲除后，菌株 α-酮戊二酸进入谷氨酸的代

谢流也有所增加，谷氨酸、谷氨酰胺和瓜氨酸的积累

量升 高，说 明 在 L-精 氨 酸 合 成 途 径 上 还 存 在 瓶 颈。
而流入其下游产物琥珀酸的流量下降，琥珀酸的积

累减少了 50%。此外，基因敲除菌株天冬氨酸族氨

基酸浓度有所提高，这是由于 α-酮戊二酸节点处的

分流使得三羧酸循环的碳流减弱，菌株通过回补途

径补充碳流，增加了草酰乙酸的合成，这部分代谢流

一方面使得菌株的能量合成没有受到影响，另一方

面也有部分碳流自草酰乙酸进入了天冬氨酸族氨基

酸的合成路径。棒杆菌在以葡萄糖为碳源生长时，

存在两个合成草酰乙酸的回补途径，分别由丙酮酸
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羧化酶和磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶催化，二者同时

表现活性
［15 － 16］。proB 敲除菌株的这两个回补酶的

活性均有所 提 高，菌 株 生 长 和 葡 萄 糖 利 用 均 加 快。
同时，丙酮酸和磷酸烯醇式丙酮酸以及自丙酮酸衍

生出的氨基酸的积累都有不同程度降低。这从另一

个方面验证了我们的推测。
本工作 敲 除 了 8-193 的 proB 基 因，研 究 了 8-

193-ΔproB 菌株的生理特性。在谷氨酸棒杆菌基因

组中，与 L-脯 氨 酸 生 物 合 成 相 关 的 基 因 已 被 鉴

定
［20 － 21］。proB 与编码 γ-谷氨酰磷酸还原酶的基因

proA 之间有一个长约 1kb 的未知基因，proA 位于未

知基因的下游，而编码吡咯啉-5-羧酸还原酶的 proC
基因位于 基 因 组 的 其 它 位 置。本 工 作 敲 除 了 proB
基因内部 600bp 左右的序列，序列分析表明，在敲除

了 600bp 的核苷酸后，proB 的 ORF 内部未有启动子

或终止子序 列。因 此 proB 基 因 敲 除 不 会 影 响 其 下

游基因的 表 达。8-193-ΔproB 菌 株 的 互 补 实 验 结 果

也证明了这 一 点。可 见 proB 敲 除 菌 株 代 谢 特 性 的

改变确实是由 proB 基因功能所决定的。
本工作将阻断谷氨酸的分支代谢以提高精氨酸

产物合成的策略用于精氨酸产生菌突变株的分子改

造，获 得 了 成 功。但 研 究 结 果 表 明，在 钝 齿 棒 杆 菌

8-193-ΔproB 菌株的精氨酸合成途径上还存在瓶颈。
ArgR 是精氨酸生物合成基因簇中的转录阻遏蛋白。
在谷氨酸棒杆菌中 argR 调节精氨酸合成途径中的

关键酶，N-乙酰谷氨酸激酶基因 argB 的 转 录，在 精

氨酸 合 成 途 径 中 起 着 负 调 节 作 用
［22 － 23］。敲 除 8-

193-ΔproB 菌株的 argR 基因并表达 argB 基因，将有

可能进一步改善菌株的精氨酸合成能力。
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Effect of gamma-glutamyl kinase gene knock-out on
metabolism in L-arginine-producing strain Corynebacterium
crenatum 8-193

Xiaoman Li1，2，Zhi Zhao 1，Yingzi Zhang1，Yu Wang1，Jiuyuan Ding1*
1 Institute of Microbiology，Chinese Academy of Sciences，Beijing 100101，China
2 Graduate School of the Chinese Academy of Sciences，Beijing 100049，China

Abstract: ［Objective］ In order to optimize precursor supply for L-arginine biosynthesis， we constructed a
Corynebacterium crenatum 8-193 mutant with gamma-glutamyl kinase gene ( proB) in-frame deletion． The effects of proB
knock-out on physiological characteristics of the mutant were investigated． ［Methods］ The upstream and downstream
fragments of proB were cloned from C． crenatum 8-193 chromosome and ligated to integration vector． The mutant C．
crenatum 8-193-ΔproB was obtained by homologous recombination． The mutant phenotype can be reversed by
complementation with proB gene from the expression vector． The physiological characteristics of the mutant were
investigated by measurement of the activities of phosphoenolpyruvate carboxylase ( PEPCx) and pyruvate carboxylase
(PYC) ． ［Results］ The proB gene in-frame deletion was screened and confirmed by PCR，gamma-glutamyl kinase
determination and complementation． The mutant lost the ability of growth on minimal medium without proline addition．
The proB knock-out mutant resulted a decrease of cell mass by 9. 6% and an increase of L-arginine accumulation by
13. 6% compared with that of the parent strain． The analysis of by-products of fermentation broth showed that the
concentrations of glutamate-related and aspartate-related amino acids increased，and the concentrations of α-ketoglutaric
acid，PEP and succinic acid decreased． The specific activities of PEPCx and PYC increased in 8-193-ΔproB．
［Conclusion］ The proB gene knock-out of the strain 8-193 blocked branch catabolism of L-glutamate and improved
efficiency of the glucose utilization and L-arginine accumulation．
Keywords: Corynebacterium crenatum，gamma-glutamyl kinase，gene knock-out，L-arginine
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